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論文内容の要旨
〔目的〕
ファブリー病はリソソームの加水分解酵素である α ーガラクトシダーゼA(α-GalA )の欠損により
生じる糖脂質代謝異常症の一つで，伴性劣性の遺伝病である。近年α-GalA 遺伝子の構造が明らかに
された。本研究の目的は酵素活性完全欠失型ファブリー病患者の αーGalA 遺伝子を cDNA クローニ
ングで解析し，病因となる遺伝子上の突然変異部位を明らかにするとともに，患者家系構成員のDNA診
断を行うことである。
〔方法ならびに成績〕
ファブリー病患者由来の線維芽細胞( F 1 S )からmRNAを抽出し， α-GalA 遺伝子と相同なオ
リゴヌクレオチドをフ。ロープに用いて，ノーザ、ン解析を行った。その結果， F 1 S細胞のmRNAは，量，
サイズ共に正常細胞と変わりがなかった。
F 1 S細胞由来のmRNAから cDNA ライブラリーを作成し， α ー GalAの cDNAをクローニング
し，その塩基配列を解析した。正常型の α ー Ga lAは 1287 塩基の翻訳領域からなり， 429残基のア
ミノ酸をコードしている事が既に他のクツレーフ。より報告されている。正常型の塩基配列と比較して， F 1 
S 由来の cDNAでは，塩基番号 2 4 と 1 1 8 の 2 ケ所に塩基置換が見出された。前者はサイレント突然
変異で，後者では α ー Ga lAの 40 番目のアミノ酸残基pro が Ser ~と置換していることがわかった。
pro-40 及び Ser-40 が， α ー Ga lA蛋白質の 2 次構造花及ぼす影響についてChou-Fasman の蛋
白質構造解析フ。ログラム lとより調べた。正常型の蛋白質ではアミノ酸残基 38-40 の間でβーシート構
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造， 4 3 -5 2 間で α ーヘリックス構造が予想された。一方， F 1 S変異蛋白質ではアミノ酸残基 39-
5 2 間でβーシート構造が予想された。また正常型と F 1 S型に似た蛋白質の 2 次構造は pro-40 をそ
れぞれG1y と Thr に置換した場合にも形成される乙とが予想された。
F 1 S型における酵素活性の欠損が 4 0 番目のアミノ酸置換により生じる乙と宮及び，乙の領域の蛋白
質 2 次構造が酵素活性に及ぼす影響について解析するために， site-directed mutagenesis Iとよ
り改変 cDNAを作成し， F 1 S細胞へ導入した。コードする α-Ga 1A 蛋白の 4 0 番アミノ酸がそれ
ぞれSer ， Thr , G1y 及び， pro である改変 CDNAをそれぞれ作成し，ニワトリのβ ーアクチン
プロモータ領域と結合した。乙れらの DNAを F 1 S細胞にリン酸カルシウム法で導入し， transient 
expression assay でα-Ga 1A の酵素活性を測定した。正常型の細胞に対し， F 1 S 細胞そのも
のは 0.6%の活性を示した。 F 1 S 型の Ser-40 蛋白質を発現させた場合には 3.7 ~ぢの活性しか示さな
かった。一方，正常型の Pro-40 蛋白質の場合には 10.200%の活性を示した。したがって，患者にお
ける α-Ga 1A 活性の欠損は9 pro-40 の Ser への置換に起因すると結論できる。 また，;t ーアク
チンのプロモータを介してα-Ga1A cDNAを線維芽細胞中で高レベルに発現させる乙とができるこ
とがわかった。さらに， Thr-40 蛋白質と G1Y-4 0 蛋白質の発現はともに αーGa 1A活性を上げること
ができなかった。したがって， 4 0 番目のアミノ酸は pro 自体が酵素活性の発現に重要な役割を果たし
ていると思われた。
患者の家系について~ 2 人の姉妹及び 2 人の姪から血液を採取し，精製したゲノム DNAを鋳型に用い
て変異部位を含むDNA断片をPCR法iとより増幅し，その塩基配列を決定した。その結果， 4人とも正
常型と F 1 S 型の α ー Ga 1A 遺伝子をヘテロ接合体として保有している乙とが明らかとなった。
(総括)
F 1 S の症例では， α-Ga lA の 4 0 番アミノ酸pro の Ser への単一アミノ酸置換が，酵素活性の欠
損をもたらし，ファブリー病を引き起乙していることを明らかにした。また， PCR を用いたDNA診断
を行い，患者家系における保因者の検出が可能である乙とを示した。
論文の審査結果の要旨
申請者小出剛君はファブリー病の分子遺伝学的な解析を行った。一例のファブリー病患者より得られた
α ーガラクトシダーゼAをコードする CDNAの塩基配列を正常型の配列と比較したと乙ろ，予想される
アミノ酸配列において 1 アミノ酸の置換が生じている乙とを示した。乙の結果は，近年明らかになりつつ
あるファブリー病の原因について， α ーガラクトシダーゼAの 1 アミノ酸置換が酵素活性の欠損をもたら
し，ファブリー病につながることを示した点で非常に新しく且つ重要な研究で、ある。
更に同君は患者家系のDNA診断を行い9 保因者を明らかlとする乙とに成功した。乙の結果は，ファブ
リー病が伴性劣性の遺伝的疾患である乙とを考えれば臨床的にも重要な意味をもつものである。
'以上のことより当研究内容は，小出剛君の学位取得にあたり望適当であると思われる。
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